Synthesis and identification of artificial complete antigen 25-hydroxyvitamin D_3 by 万巍巍 et al.




( 1 厦门大学生物医学研究院转化医学中心，福建 厦门 361005; 2南昌大学第一附属医院普三科，江西 南昌 330006

)
收稿时间: 2011 － 04 － 13; 接受日期: 2011 － 05 － 09
作者简介: 万巍巍( 1983 － ) ，男，江西南昌人，硕士
Tel: 0592-2187205; E-mail: wwwei591021@ 163． com
* Corresponding author，E-mail: cmtzeng@ xmu． edu． cn
Δ同为第 1 作者
Synthesis and identification of artificial
complete antigen 25-hydroxyvitamin D3
WAN Wei-wei1Δ，ZHANG Huan-jing1Δ，YE Hui-ming1，
WAN Li-qin2， CAI Liang-liang1， ZHENG Li-mou1，
TZENG Chi-meng1*
1Center of Translational Medicine Research，Institute For Biomed-
ical Research，Xiamen University，Xiamen 361005; 2The Third of
Department of General Surgery，the First Affiliated Hospital of
Nanchang University，Nanchang 330006，China
［Abstract］ AIM: To synthesize the 25-hydroxyvitamin
D3 artificial complete antigen and to prepare the specific anti-
body against 25-hydroxyvitamin D3 ． METHODS: The active
group carboxyl was introduced into 25-hydroxyvitamin D3
and formed 25-hydroxyvitamin D3-hemisuccinate which pos-
sessed the structure of the hapten by chemical modification．
The EDC method was applied to conjugate 25-hydroxyvita-
min D3-hemisuccinate to bovine serum albumin as an artifi-
cial immunogen． The coating antigen 25-hydroxyvitamin D3-
hemisuccinate-OVA was obtained in the same way． Ultravi-
olet，SDS-PAGE and MALDI-TOF were used to identify 25-
hydroxyvitamin D3-hemisuccinate-BSA． RESULTS: BALB/c
mice were immunized with 25-hydroxyvitamin D3-hemisucci-
nate-BSA to generate the polyclonal antibody of the 25-
hydroxyvitamin D3 worth high titer and the immunogen，25-
hydroxyvitamin D3-hemisuccinate-BSA， was successfully
prepared with coupling ratio ( 12 ± 0． 16) ∶1( N = 3) coupling．
CONCLUSION: The high titer and good sensitivity of anti-
25-hydroxyvitamin D3 antibody are produced in sera immu-
nized BALB /c mice，which made it possible to develop a
clinical diagnostics for illness．
［Keywords］ 25-hydroxyvitamin D3 ; hapten-［C-3］-carrier
conjugates; artificial complete antigen
［摘 要］ 目的: 合成 25-羟基维生素 D3 人工完全抗原，并制
备抗 25-羟基维生素 D3 的特异性抗体。方法: 将 25-羟基维生
素 D3 进行化学修饰加入羧基活性基团，合成具有半抗原结构
特征的 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯。采用碳二亚胺法，将
25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯，分别与牛血清白蛋白 ( BSA)
和卵清蛋白( OVA) 偶联，合成人工完全抗原 25-羟基维生素
D3-半琥珀酸酯-BSA 和 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-OVA。
通过紫外吸收光谱，SDS-PAGE 和 MALDI-TOF 进行偶联鉴
定。用 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA 免疫小鼠，获得抗
25-羟基维生素 D3 抗体免疫血清。结果: 25-羟基维生素 D3-
半琥珀酸酯与 BSA 的偶联比为 ( 12 ± 0． 16) ∶1，免疫小鼠后获
得高效价 ( 效价为 6． 25 × 10 －4 ) 的抗体，且标准品浓度 在
37． 5 ～ 600 ng /mL 范围具有显著的竞争性线性关系，检测的
灵敏度为 37． 5 ng /mL。结论: 成功合成了 25-羟基维生素 D3
人工完全抗原，制备出 25-羟基维生素 D3 的抗体且其线性关
系显著，灵敏度较高，为进一步研制检测 25-羟基维生素 D3
的试剂盒奠定了基础。
［关键词］ 25-羟基维生素 D3 ; 半抗原-［C-3］-载体蛋白偶联;
人工完全抗原
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D 水平的方法尤为重要。25-羟基维生素 D3 的定量
检测主要有理化检验方法和免疫学方法。理化检验
方法: 液相色谱-质谱联用技术( LC-MS MS) ，由于存
在其仪器昂贵、样品前处理复杂，且繁琐费时限制了
其应用。免疫学方法: 放射免疫测定( RIA) 、竞争蛋
白结合测定( CPBA) 、放射受体测定( RRA) 和酶联免
疫测定( EIA) ，由于具有灵敏、快速、特异和简便等
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优点，已成为一种必然的趋势，但目前国内尚未有
25 羟基维生素 D3 免疫学检测方法的报道。本研究
旨在建立一种可定量检测 25-羟基维生素 D3 免疫学
方法，并装配成可供临床应用的试剂盒奠定基础。
1 材料和方法
1． 1 材料 SPF 级 6 周龄雌性 BALB /c 小鼠，购置于厦门大
学医学院。25-羟基维生素 D3 半琥珀酸酯( 纯度≥95% ) ，购
置于上海汉尊生物公司。牛血清白蛋白 ( BSA) 、卵清蛋白
( OVA) 、N( 3-二甲基氨基丙基 ) -N'-乙基-碳二亚胺 ( EDC) 、
N-羟基琥珀酰亚胺( NHS) 及弗氏佐剂( FCA，FIA) 均为 Pierce
产品。HiTrapTM Desalting，GE 产品。乙醇、三氯甲烷，均为国
药集团产品。辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG( Sigma 公司) 。
超纯水，由美国 Millipore 公司 Milli-Q 纯水仪过滤生成。EYE-
LA SB-1100 旋转蒸发仪 ( 日本东京理化公司 ) 、AKTApurifi-
er100( GE 公司) 、基质辅助激光解析飞行时间质谱仪 ( 德国
Brucker 公 司 ) 、傅 立 叶 变 换-离 子 回 旋 共 振 质 谱 仪 ( 德 国
Brucker 公司) 、UV2550 紫外-可见分光光度计( 日本 Shimadzu
公司) 、Allegra X-15R 离心机 ( 美国 BECKMAN 公司) 及 550
型酶标仪( 美国 Bio-Rad 公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 人工完全抗原的合成 将 2． 0 mg 的 25-羟基维生素
D3-半琥珀酸酯、0． 8 mg 的 EDC 和 2． 0 mg 的 NHS 加入装有
1 mL无水三氯甲烷的圆底烧瓶中，于室温氮气保护下搅拌 2
h，旋转蒸发溶剂。然后加入 3 mg /mL BSA ( 溶于 0． 1 mol /L
的 pH7． 2 的 PBS 中) 溶液 1 mL，于室温氮气下搅拌反应过
夜。反应液用 0． 01 mol /L pH 7． 2 的 PBS 4℃透析 48 h，中间
换液 6 次，每隔 8 h 换液 1 次，收集透析物，用葡聚糖凝胶
HiTrapTM Desalting 过柱脱盐纯化 2 次，即制得人工完全抗原
25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA，于 － 20℃ 保存备用。同
理，制得人工完全抗原 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-OVA
( 供包被用) 。合成路线如图 1。
图 1 碳二亚胺法合成的 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA
1． 2． 2 人工完全抗原的鉴定 ( 1 ) UV 鉴定: 用超纯水配制
25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA 和 BSA 的标准溶液，用
BCA 法测定其蛋白质的浓度，使两者浓度保持一致。用超纯
水稀释 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯，分别在波长 200 ～ 500
nm 处进行紫外扫描，观察其波形变化。( 2) SDS-PAGE 鉴定:
用浓缩胶浓度为 50 g /L，分离胶浓度为 100 g /L，浓缩胶和分
离胶电压分别为 80 V 和 60 V，用银染方法染色后观察其分子
量的变化。( 3) MAIDL-TOF 鉴定: 将上述制备好的少量 25-羟
基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA 溶液和 BSA 溶液进行质谱实
验，考察其分子量的变化，确定其偶联比。
1． 2． 3 多克隆抗体的制备 用 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸
酯-BSA 免疫 6 周龄的雌性 BALB /c 小鼠 4 只，首次免疫用无
菌的 PBS 溶液溶解 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA 并与
等量的完全佐剂 ( FCA) 混合充分乳化，免疫剂量为 50 μg
( 0． 3 mL) /只，于背部腹腔皮下分 4 ～ 6 点注射; 首次免疫 3
周后，同样用无菌 PBS 溶液溶解 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸
酯-BSA 并与等量的不完全佐剂 ( FIA) 混合充分乳化免疫小
鼠，免疫剂量为 30 μg( 0． 3 mL) /只，注射部位同前。共免疫
5 次，每次间隔 2 周，最后 1 次通过静脉注射加强免疫，第 3
天断尾采血并制备血清。
1． 2． 4 多克隆抗体的鉴定 ( 1 ) 效价测定: 采用棋盘滴定
法，包被抗原为 4 μg /mL 的 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-
OVA，二抗为 1∶3 000 的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG; 5
次免疫后，取 4 只小鼠的血清用 10 mmol /L pH7． 2 PBS 倍比
稀释后，采用间接 ELISA 法测定抗血清的效价。( 2) 竞争抑
制性测定: 将 Protein A 纯化的抗小鼠血清，分别进行如下测
定: ① 用 0． 01mol /L PBS( pH7． 2 ) 稀释包被抗原 ( 25-羟基维
生素 D3-半琥珀酸酯-OVA) 至 4 μg /mL，每孔包被 100 μL 酶
标板，37℃温育 2 h。② 用 PBS-T ( 0． 01 mol /L PBS pH7． 2，
0． 5 mL /L Tween-20) 洗涤 3 次，拍干。③ 每孔加入 250 μL 封
闭液( 2% cansin) ，37℃ 温育 2 h。④ 洗涤同前。⑤ 用 2%
cansin 稀释多抗后，每孔加入 100 μL 混合液( 50 μL 的用巴比
妥缓冲液稀释的五种不同浓度的标准品 25-羟基维生素 D3-半
琥珀酸酯和 50 μL 稀释后的多抗) ，37℃孵育 2 h。⑥ 洗涤同
前。⑦ 加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG ( 1∶3 000) 50
μL，37℃孵育30 min。⑧ 洗涤同前。⑨ 加入新鲜配制的显色




2． 1． 1 UV 鉴定 UV 扫描的结果显示，25-羟基维生素 D3-半
琥珀酸酯的最大吸收峰在 260 nm，BSA 的最大吸收峰在 280
nm，BSA 与 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯偶联后，两者的峰
叠加后出现的最高吸收峰在 269 nm，而且出现了增色效应。
偶联后的 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA 的吸收值明显
增大，根据峰叠加原理，表明偶联发生( 图 2) 。
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图 2 紫外扫描光谱
图 3 25-羟基维生素 D3 偶联的 SDS-PAGE 鉴定
注: BSA’为 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA．
2． 1． 2 SDS-PAGE 鉴定 SDS-PAGE 的结果显示，BSA 的泳
动速度大于 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA，表明 25-羟
基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA 的 Mr 明显大于 BSA( 图 3) ，进
一步说明发生了偶联。
2． 1． 3 MALDI-TOF 偶联比测定 25-羟基维生素 D3-半琥珀
酸酯-BSA 的 Mr 为 72344． 8276，BSA 的 Mr 为 66509． 675，25-
羟基维生素 D3-半 琥 珀 酸 酯 脱 水 后 的 Mr 为 500． 34 － 17 =
483． 34，结果表明，每个载体蛋白 BSA 分子上偶联有 12 个
［( 72344． 8276 － 66509． 675) /483． 34 = 12］25-羟基维生素 D3-
半琥珀酸酯小分子，重复 3 次实验的结果表明，得其平均偶
联比为( 12 ± 0． 16) ∶1，见图 4。
图 4 BSA、25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯-BSA 基质辅助激
光解析飞行时间质谱
2． 2 多克隆抗体的鉴定结果
2． 2． 1 效价测定 间接 ELISA 的结果显示，免疫的 4 只小鼠
血清抗体的效价均达到了 1 × 10 －4 以上，说明获得良好的免
疫效果，其中 3 号小鼠血清效价达到 6． 25 × 10 －4，说明已成
功地制备 25-羟基维生素 D3 的抗体，也证明了人工完全抗原
的制备是成功的。
2． 2． 2 竞争抑制性测定 如图 5 所示，标准曲线纵坐标用
B /B0 表示，B0 为 0 ng /mL 孔的显色值，B 是其他浓度孔的显
色值; 横坐标为 25-羟基维生素 D3-半琥珀酸酯浓度的半对数
值，标准品在 37． 5 ～600 ng /mL 范围内，抑制率与标准品的浓
度是有显著的线性关系。同时也表明，IC50在130 ～180 ng /mL，
最低检测浓度为 37． 5 ng /mL。








进行改造。本研究在 25-羟基维生素 D3 的 3 号位引
入半琥珀酸酐，构建了一个间隔臂作为半抗原，一方
面改善了 25-羟基维生素 D3 的水溶性，另一方面有
利于 25-羟基维生素 D3 主要的结构基团更好的暴露，
便于被 B 细胞识别，产生灵敏性更好的抗体［8 － 11］。
对于带有羧基的半抗原与载体蛋白的偶联方法，
有碳二亚胺法( EDC) 、活泼酯法( DCC) 及混合酸酐
( MA) 法等，其实质均是应用半抗原上的-COOH 与载




究证实。本研究采用 UV、MALDI-TOF 及 SDS-PAGE





制备了高效价的 25-羟基维生素 D3 多克隆抗体。通
过间接 ELISA 检测，3 号小鼠抗 25-羟基维生素 D3 多
克隆抗 体 的 血 清 效 价 达 1 ∶ 62 500，而 且 在 浓 度 为
37． 5 ～600 ng /mL 的范围内有着显著的竞争抑制性曲
线关系，检测的最低灵敏度为 37． 5 ng /mL，为进一步
装配检测 25-羟基维生素 D3 的试剂盒奠定了基础。
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